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1 - Lista de abreviaturas 
 
acetil CoA - acetilcoenzima A 
BSA – Albumina sérica bovina 
CFH – Factor H do complemento 
Chol - Colesterol 
CNV – Neovascularização coroideia 
DMEM-F12 – Dulbecco’s modified eagle medium/Nutrient mixture F-12 ham  
DMRI – Degenerescência macular relacionada com a idade 
DMSO – Dimetilsulfóxido 
ELISA – Enzyme-linked immunosorbent assay 
ER – Retículo endoplasmático 
ERK – Cinase regulada por sinais extracelulares 
FBS – Soro fetal bovino 
GAPDH – Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
GSH - Glutationa 
HDL – Lipoproteína de alta densidade 
HRP – Horseradish-peroxidase 
HMG-CoA – Redutase de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 
IL – Interleucina 
LDL – Lipoproteína de baixa densidade 
MAC – Complexo de ataque à membrana 
MAPK – Proteína activadora mitogénica cinase 
MCP-1 – Proteína quimiotáctica de monócitos-1   
PBS – Tampão fosfato salino 







ROS – Espécies reactivas de oxigénio 
RPE – Epitélio pigmentado da retina 
TNF-α – Factor de necrose tumoral alfa 
UPP – Via da ubiquitina-proteassoma 
VEGF – Factor de crescimento do endotélio vascular 
VLDL – Lipoproteína de muito baixa densidade 
7KC – 7-Cetocolesterol 
7β-OH – 7-beta-hidroxicolesterol 


















2 - Resumo 
 
A inflamação é uma componente importante de várias doenças associadas ao 
envelhecimento, como a degenerescência macular relacionada com a idade (DMRI).  
Os oxiesteróis aumentam a produção de IL-8, uma citocina inflamatória 
importante, em diversos tipos celulares. Este aumento nos níveis de IL-8 poderá 
contribuir para as propriedades inflamatórias dos oxiesteróis  
No entanto, os mecanismos moleculares que regulam a expressão da IL-8 
nestas condições não são ainda claros. 
Assim, o objectivo deste trabalho foi identificar alguns dos mecanismos 
moleculares através dos quais os oxiesteróis levam à produção de IL-8 em células do 
epitélio pigmentado da retina (RPE).  
A exposição das células ARPE-19 a 25-OH resultou num aumento significativo 
da expressão e libertação de IL-8. Este efeito parece ser específico para este 
oxiesterol e independente das suas eventuais propriedades oxidativas (pro-oxidante). 
Aparentemente o mecanismo através do qual o 25-OH leva ao aumento na produção 
de IL-8 envolve a activação da via ERK mediada pela PI3K. Consistente com este 
mecanismo, a inibição de cada uma destas vias diminuiu significativamente a 
produção de IL-8 em resposta ao 25-OH. 
Na globalidade, os resultados aqui apresentados permitem propor um novo 
mecanismo molecular através do qual o 25-OH aumenta a produção de IL-8 em 
células do RPE. 
Assim, este estudo pode constituir uma contribuição importante para esclarecer 
os mecanismos moleculares que conduzem à inflamação no RPE, que é uma 
componente importante para doenças degenerativas da retina associadas ao 









3 - Introdução 
 
3.1 - Anatomia e fisiologia do olho humano 
 
Anatomicamente, o globo ocular é constituído por três camadas concêntricas: a 
retina, a coróide e a esclera. No seu exterior existem seis músculos que são 






Figura. 1: Anatomia do olho humano (retirado de: www.freedomscientific.com) 
 
 
A retina (camada mais interna do globo ocular) é constituída por vários tipos de 
células (figura 2). A camada mais externa da retina (isto é, a que está mais afastada 
do centro do olho) consiste exclusivamente em fotorreceptores (cones e bastonetes), 
responsáveis pelo processamento da informação visual. Junto aos fotorreceptores 
encontra-se o epitélio pigmentado da retina (RPE) que consiste numa única camada 
de células especializadas na manutenção e bom funcionamento dos fotorreceptores. O 
RPE por sua vez é adjacente à membrana de Bruch (membrana permeável situada 





A coróide, uma camada muito rica em vasos sanguíneos, localiza-se 
imediatamente a seguir à membrana de Bruch e fornece oxigénio e nutrientes ao RPE 
e aos fotorreceptores (figura 2) (Parier et al., 2008; Forrester, 2003). 
O RPE desempenha um papel fundamental na manutenção da função visual. 
Para além de fazer parte da barreira hemato-retiniana, o RPE participa na reciclagem 
do retinal dos fotorreceptores (derivado da vitamina A que funciona como cromóforo 
para os pigmentos visuais), convertendo o all-trans retinal em 11-cis retinal. Esta 
conversão permite a regeneração dos pigmentos visuais nos segmentos exteriores 
dos fotorreceptores. 
Outra função importante do RPE é a fagocitose dos segmentos externos dos 
fotorreceptores, permitindo a sua constante renovação (Strauss, 2005; Rattner et al., 
2006). Esta elevada actividade fagocítica do RPE acontece durante toda a vida. Como 
consequência, ocorre uma acumulação de agregados proteicos e lipídicos (lipofuscina) 
no interior das células do RPE durante o envelhecimento. A lipofuscina funciona como 
fotossensibilizador, gerando espécies reactivas de oxigénio dentro das células na 
sequência da exposição à luz visível (Kennedy et al., 1995; Sparrow et al., 2005), 
podendo contribuir para a disfunção do RPE. 
O RPE fornece ainda os nutrientes necessários à manutenção da integridade 
dos fotorreceptores e coriocapilares e desempenha um papel importante na imunidade 
do olho (Strauss, 2005).  
Possuindo todas estas funções, o RPE é essencial na manutenção da função 
visual. Assim, a disfunção do RPE pode conduzir à degenerescência da retina, perda 










Figura 2: A retina humana. A mácula, e principalmente a sua parte central, a fóvea, possuem 





3.2 - Degenerescência macular relacionada com a idade  
 
Devido ao aumento da esperança média de vida nas últimas décadas, as 
doenças associadas ao envelhecimento são cada vez mais prevalentes. Entre este 
tipo de patologias contam-se as doenças neurodegenerativas, alguns tipos de cancro, 
a aterosclerose e doenças da visão, como a degenerescência macular relacionada 
com a idade (DMRI) (Knight, 2000; Malvitte et al., 2006; Tosato et al., 2007). 
A DMRI é uma doença complexa e multifactorial e uma das principais causas 
de cegueira nos países industrializados, especialmente na população acima dos 60 
anos. Os mecanismos moleculares subjacentes a esta doença não são ainda 
totalmente claros e as opções terapêuticas correntes são ainda limitadas. (Gorin et al., 
1999; Forrester, 2003; Beatty et al., 2000; Nowak, 2006; Fernandes et al., 2007 Hooper et 
al., 2008). 
A DMRI é caracterizada pela perda de acuidade visual, perda de visão central, 





sem no entanto interferir com a visão periférica (figura 3) (Segato T et al., 1993; Hooper 







Figura 3: A mesma figura vista por uma pessoa saudável (esquerda) ou por um doente com 






as células da mácula degeneram a visão central é 
compro
ença excessiva destes depósitos 
confere alam et 
al., 199
 
Fisiologicamente, a DMRI é uma patologia que afecta a parte central da retina, 
a mácula (figura 2). A mácula é extremamente rica em cones, e é a responsável pela 
visão central. Assim, quando 
metida sem prejudicar a visão lateral ou periférica (Rattner et al., 2006; Hooper 
et al., 2008; Parier et al, 2008).  
Uma das primeiras manifestações clínicas da DMRI observadas por exame do 
fundo do olho é o aparecimento de drusen, depósitos extracelulares de lípidos, 
proteínas e restos celulares que se acumulam na membrana de Bruch, tornando-a 
mais rígida e dificultando a difusão de oxigénio e nutrientes. (Anderson et al., 2002; 
Patel M et al, 2008; Patel PJ et al, 2008). Apesar de a acumulação de drusen fazer parte 
do processo natural de envelhecimento, a pres
 uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de DMRI (Abdels
9; Anderson et al., 2002; Patel M et al, 2008). 











 Liang et al., 2003; van Leeuwen et al, 2003; Fernandes et 
al., 2007). A inflamação parece também ter um papel importante na progressão da 
oença (Anderson et al., 2002; Donoso et al., 2006; Patel et al, 2008). No entanto, os 
mecanismos moleculares pelos quais estes insultos conduzem ao desenvolvimento da 
DMRI não são ainda claros. 
 
 
A forma atrófica é a forma mais comum da DMRI, e representa 80 a 90% de 
todos os casos da doença, sendo 
de perda acentuada de visão. A DMRI é uma doença de progressão lenta e 
caracterizada pela acumulação de drusen, apoptose das células do R
fica), e pela disfunção e degenerescência dos fotorreceptores (Bird, 2003; 
Nowak, 2006; Patel M, et al., 2008).  
A forma exsudativa representa apenas 10 a 20% de todos os casos de DMRI, 
mas é responsável por 80 a 90% dos casos de perda acentuada de visão. 
A principal característica da forma exsudativa da DMRI é a neovascularizaçã
ia (CNV), que consiste na formação de novos vasos sanguíneos a partir da 
coróide em direcção à retina (fig. 4). Estes novos vasos são extremamente 
permeáveis, levando a hemorragias sub-retinianas e conduzindo à perda de visão 
(Malvitte et al., 2006; Rattner et al., 2006, Patel M et al., 2008; van Leeuwen et al, 2003).  
Entre os factores de risco para a DMRI incluem-se factores ambientais, 
nutricionais e genéticos. Um denominador comum a muitos destes factores é o stress 








Figura 4: DMRI atrófica vs exsudativa. A forma atrófica é de progressão lenta e caract














ais, existe um equilíbrio entre as espécies 
oxidantes e antioxidantes (equilíbrio redox). 
 
 
Stress Oxidativo e degenerescência macular relacionada 
com a idade 
 
As espécies reactivas de oxigénio (ROS) são produtos do metabolismo celular 
normal, sendo produzidas principalmente pela mitocôndria
nte em processos de sinalização celular (Cai et al., 2000; Dröge 2002; Valko et 
al., 2007).  
As ROS são, na sua maioria, radicais livres, isto é, espécies que contém 
ares de electrões desemparelhados em orbitais atómicas ou moleculares, o que 
lhes confere uma elevada reactividade química (Dröge, 2002; Valko et al., 2007). 





uações de stress, os níveis de ROS podem aumentar 
drastic
ativo, que se refere a danos celulares causados por ROS, 
particip





nal de stress oxidativo. A lipofuscina é uma mistura de agregados proteicos 
e lipídicos, resultante da digestão dos segmentos externos dos fotorreceptores pelo 
RPE (Kennedy, 1995; Sparrow et al., 2005). Tendo o A2E como principal fluoróforo, a 
lipofuscina funciona como fotossensibilizador, promovendo a produção de ROS nas 
células na sequência da exposição a luz visível (Rozanowska et al., 1995; Rozanowska 
et al., 1998; Sparrow et al., 2003; Sparrow et al., 2005).  
A importância do stress oxidativo no desenvolvimento da DMRI é bem ilustrada 
em diversos estudos que demonstram que a exposição de células do RPE a um 
Assim, a produção de ROS é normalmente neutralizada pelos mecanismos 
antioxidantes da própria célula (Figura 5) (Beatty et al. 2000; Dröge, 2002; Olinski et al., 
2007). 
No entanto, em sit
amente, causando danos significativos em várias macromoléculas, 
nomeadamente lípidos, proteínas e ácidos nucleicos. Entre os estímulos que 
aumentam a produção de ROS contam-se a radiação UV (particularmente importante 
em tecidos oculares, como a retina), o envelhecimento e a inflamação, entre outros 
(Beatty et al., 2000; Cai et al., 2000; Fernandes et al., 2007). 
O stress oxid
a no desenvolvimento de várias doenças associadas ao envelhecimento, 
incluindo a DMRI (Winkler et al, 1999; Beatty et al., 2000; Fernandes et al., 2007).  
Por outro lado, torna-se cada vez mais consensual a possibilidade do 
desenvolvimento da DMRI estar relacionado com uma disfunção do RPE (Beatty et al., 
2000; Boulton et al., 2001; Zarbin, 2004).  
Esta disfunção pode dever-se à grande susceptibilidade do RPE ao stress 
oxidativo. De facto, um conjunto de estudos sugere 
significativos quando expostas a um insulto oxidativo (Beatty et al., 2000; Cai J et 
al, 2000; Liang et al, 2003).  
A retina é particularmente susceptível ao stress oxidativo devido à sua elevada 
actividade metabólica e, consequentemente, elevado consumo de oxigénio, à sua 
composição rica em ácidos gordos polinsaturados e à exposição constante à lu
 Assim, as células do RPE estão constantemente expostas a altos níveis de 
ROS, podendo ser alvo de lesões oxidativas. (Beatty et al., 2000; Cai et al, 2000; 
Boulton et al., 2001). 






insulto oxidativo resulta num aumento de produção de citocinas angiogénicas e de 
factores de crescimento, bem como outras características típicas da DMRI 
(Schlingemann, 2004; Higgins et al., 2003; Kannan et al., 2006; Fernandes et al., 2008). 
Para fazer face à toxicidade das espécies reactivas de oxigénio, a retina possui 
um sistema de defesas antioxidantes (figura 5). Entre elas contam-se enzimas 
antioxidantes (como a dismutase do superóxido e a catalase) e vários compostos 
químicos, incluindo as vitaminas A, C e E. (Beatty et al., 2000; Cai J et al., 2000) 
 
 
Figura 5: Papel das principais enzim
eliminação do radical superóxido e d
as antioxidantes (dismutase do superóxido e catalase) na 
o peróxido de hidrogénio. (retirado de: Beatty et al., 2000). 
Contudo, o processo de envelhecimento parece diminuir a capacidade 
plausível que, com a idade, as células do RPE se 
rnem mais susceptíveis aos insultos oxidativos (Cai et al, 2000; Liang, 2003).  





antioxidante do RPE. Assim, é 
to
 dismutase do superóxido-CuZn apresentam fenótipos típicos da DMRI em 
humanos (Imamura et al., 2006).  








ica, e a reparação dos tecidos 
(Vasto et al., 2007). 
de doenças associadas ao envelhecimento, incluindo a 
DMRI, aterosclerose, artrite reumatóide e certos tipos de tumores, envolve uma 
componente inflamatória. (Beatty et al. 2000; McGeer et al., 2004; McGeer et al., 2005; 
Moshfeghi et al., 2007; Vasto et al., 2007).  
A activação de factores de transcrição sensíveis ao estado redox das células 
pode levar a um aumento na expressão de citocinas inflamatórias, funcionando como 
um elo entre o stress oxidativo e a inflamação durante o envelhecimento (figura 6) 
(Lavrovsky et al., 2000; Chung et al., 2006). 
 
 
3.4 - Inflamação e DMRI 
 
A inflamação consiste numa resposta dos tecidos a lesões causadas por 
traumas ou infecções. Trata-se de uma complexa rede de interacções moleculares e 
celulares que facilitam o retorno à homeostase fisiológ
Uma grande variedade 
 
 
Figura 6: Efeitos do stress oxidativo na activação de mediadores inflamatórios durante o 







organismos invasores. Assim, uma 
disfunç
nica importante (Brat et al, 2005) e a sua produção aumenta quando as células 
do RPE
que a i
ode contribuir, pelo menos em parte, para a componente 
inflama
temente, foi demonstrado que ratinhos deficientes em MCP-1 ou no seu 
recepto
ofia dos fotorreceptores e 
NV (Ambati et al., 2003). A redução no recrutamento de macrófagos resulta na 
cumulação de componentes do complemento na retina. Uma vez que a deposição de 
O sistema do complemento constitui uma parte fundamental da imunidade inata 
e tem como objectivo reconhecer e eliminar micro
ão neste sistema traduz-se na perda de reconhecimento imune (Zipfel et al, 
2006; Patel M et al, 2008). 
Alguns estudos recentes mostram que polimorfismos no factor H (um inibidor 
da via alternativa do complemento) e no factor B (um regulador positivo da via 
alternativa do complemento) estão associados a um aumento do risco para o 
desenvolvimento de DMRI (Edwards et al. 2005; Gold et al., 2006; Hageman et al., 2005; 
Haines et al., 2005; Klein et al., 2005; Patel et al, 2008), realçando a importância da 
componente inflamatória na patogénese da DMRI. 
Curiosamente, um estudo recente sugere que o stress oxidativo no RPE pode 
levar à activação do complemento (Zhou et al., 2006). Por outro lado, a activação do 
complemento está associada a um aumento da expressão da interleucina-8 (IL-8) 
(Fukuoka et al., 2001; Fukuoka et al, 2003). A IL-8 é uma citocina inflamatória e pró-
angiogé
 são expostas a segmentos externos de fotorreceptores oxidados (Higgins et 
al., 2003). Deve ainda salientar-se que um estudo recente do nosso laboratório sugere 
nactivação do proteassoma por oxidação pode constituir o elo molecular entre o 
stress oxidativo e o aumento na produção de IL-8 nas células do RPE (Fernandes et 
al., 2008), corroborando a ligação entre stress oxidativo e inflamação. Este aumento na 
produção de IL-8 p
tória associada à progressão da DMRI (Higgins et al., 2003; Kalayoglu et al., 
2005). 
Existe ainda uma variedade de outros estudos, incluindo modelos animais de 
DMRI, que sugerem que a doença pode ter uma componente inflamatória significativa. 
A proteína quimiotáctica de monócitos-1 (MCP-1) é uma quimiocina envolvida 
no recrutamento de macrófagos para zonas de inflamação (Oppenheim et al., 1991). 
No RPE, esta quimiocina desempenha um papel importante na remoção dos drusen 
(Forrester JV, 2003). 
Recen
r Ccr-2 desenvolvem fenótipos semelhantes aos observados na DMRI, 







roteínas do complemento precede a acumulação de drusen e lipofuscina, é possível 
ue os fenótipos observados se devam, pelo menos em parte, à activação do 
Na globalidade, estas e outras observações sugerem que a inflamação 
desempenha um papel importante na patogénese da DMRI.  
 
eínas. Existem vários tipos de lipoproteínas, que podem ser classificadas de 
diversa
ins 
ou LDL) e lipoproteínas de alta densidade (Hig  ou HDL) (Olson, 
1998). As LDL são as principais transportadora e colesterol no sangue, fornecendo-o 
aos tecidos periféricos, ao passo que as HDL estão envolvidas no processo inverso, 




complemento e à deposição de complexos envolvidos na resposta imunitária (Ambati 




3.5 - Colesterol e os seus produtos de oxidação: relevância 
para a DMRI  
 
O colesterol é um componente importante da membrana plasmática das células 
eucarióticas. Tem como principais funções a manutenção da permeabilidade 
membranar e a regulação da sua fluidez (Ikonen et al., 2008). O colesterol também 
regula a função de proteínas membranares e participa em vários processos de 
sinalização celular (Ikonen et al., 2008). Para além disso, o colesterol é ainda 
necessário à biossíntese de várias hormonas, da vitamina D e de ácidos biliares. 
(Ikonen et al., 2008) 
Uma vez que é apolar, o colesterol é transportado através da corrente 
sanguínea ligado a proteínas e outros lípidos, formando complexos denominados de 
lipoprot
s maneiras. A classificação mais comum para as lipoproteínas baseia-se na 
sua densidade. Assim, existem lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL ou Very 







A nível celular, a síntese de colesterol ocorre no retículo endoplasmático (ER). 
O colesterol é sintetizado a partir da acetilcoenzima A (acetil CoA), através de uma 




função mitocondrial, entre outros (Schroepfer, 2000; Girão et al., 2003a; Girão et al., 
 
 
Figura 7: Biossíntese do colesterol. A nível celular, a síntese do colesterol ocorre através da 
cascata da HMG-CoA redutase. (retirado de: Sato et al, 1995). 
 
 
O colesterol é facilmente oxidado, originando produtos designados por 
oxiesteróis (Brown et al., 1999; Schroepfer, 2000) (Tabela 1). Estes produtos da 
oxidação do colesterol estão presentes no organismo numa quantidade bastante 
menor que o colesterol (cerca de mil vezes menos) e podem ser formados de forma 
enzimática ou não-enzimática (Brown et al., 1999; Schroepfer, 2000).  
Os oxiesteróis possuem um grande número de efeitos biológicos. Assim, os 
oxiesteróis foram já implicados na regulação da transcrição genética, transdução do 





ssíntese e esterificação. (Kandutsch et 
al., 197
e de estudos 
demon
as 
ssociadas ao envelhecimento, como a aterosclerose (Brown et al., 1999). A 
bservação de que há uma acumulação de colesterol nas células do RPE e na 





Tabela 1: Nomenclatura dos oxiesteróis encontrados com mais frequência (Adaptado de: 
2003b; Girão et al., 2004). Para além destes efeitos, os oxiesteróis alteram a 
homeostase do colesterol, incluindo a sua bio
5; Naseem et al., 1987; Brown et al., 1999). Ao contrário do colesterol, os 
oxiesteróis são agentes citotóxicos. De facto, uma grande variedad
strou que os oxiesteróis podem induzir apoptose em diversos tipos de células 
(Schroepfer, 2000; Wielkoszyński et al., 2006).  
Deve ainda notar-se que os efeitos citotóxicos variam consoante o oxiesterol e 
o tipo celular (Brown et al., 1999; Schroepfer, 2000; Malvitte et al., 2006). 
Uma vez que resultam de um processo de oxidação do colesterol e que se 
acumulam em células ao longo do tempo, não é surpreendente que o envelhecimento 
de tecidos e órgãos esteja frequentemente associado à acumulação de oxiesteróis. 
Com efeito, estes produtos de oxidação do colesterol parecem participar em doenç
a
o
membrana de Bruch durante o envelhecimento sugere o envolvimento dos oxiesteróis 
na progressão da D












pos celulares, incluindo células do 
PE (Lemaire-Ewing et al., 2008; Joffre et al., 2007; Rydberg et al., 2003; Liu et al, 1997). 
Dado o potencial papel dos oxiesteróis e da IL-8 na progressão da DMRI, o 
objectivo deste trabalho foi esclarecer os mecanismos moleculares através dos quais 
os oxiesteróis levam à produção de IL-8 no RPE.  
 
 
O facto de os oxiesteróis serem potentes mediadores inflamatórios poderá 
explicar a sua participação no desenvolvimento de doenças associadas ao 
ecimento e com uma clara componente inflamatória, incluindo a DMRI. De facto, 
vários estudos demonstraram que os oxiesteróis podem aumentar a produção de 





4 - Procedimento experimental 
 
4.1 - Materiais  
 
O meio de cultura DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient 
Mixture F-12 Ham), os oxiesteróis (25-hidroxicolesterol, 7-Cetocolesterol e 7-beta-
hidroxicolesterol), o colesterol, a vitamina E, a glutationa, a BSA (albumina sérica 
bovina) ortovanadato de sódio e o anticorpo monoclonal contra a actina foram 
comprados à Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).  
O soro fetal bovino (FBS) e o antibiótico-antimicótico foram adquiridos à GIBCO 
(Grand Island, N.Y., USA).  
Os inibidores MG132, UO126, FR180204 e LY294002 foram comprados à 
Calbiochem (La Jolla, Califórnia, E.U.A.).  
A membrana de nitrocelulose para Western Blot foi comprada à Bio-Rad 
Laboratories (Hercules, CA, USA).  
Os anticorpos policlonais contra a ERK1/2 fosforilada, e ERK1/2 foram obtidos 
na Cell signaling Technology (Danvers, MA, USA). Os anticorpos secundários anti-
mouse IgG e anti-rabbit IgG foram comprados à ZYMED Laboratories Inc. (San 
Francisco, CA, USA).  
O ECL Western Blotting Detection kit foi adquirido à Amersham Biosciences 
(Buckingamshire, UK). 
O Duoset ELISA kit para a IL-8 é da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). 
O kit para extracção de RNA RNeasy mini e o SYBR Green PCR Master Mix 




4.2 - Cultura celular e tratamentos 
 
A linha celular do epitélio pigmentado da retina ARPE-19 (Dunn et al., 1996) foi 





de 5% de CO2. As células foram mantidas em DMEM-F12 contendo 1% de penicilina-
estreptomicina e 10% de FBS. 
Antes dos tratamentos, as células foram lavadas com PBS (tampão fosfato 
salino) e posteriormente foi adicionado meio novo. Nas experiências para Western 
Blotting, o meio foi mudado no dia anterior às incubações. 
Os oxiesteróis (25-OH, 7-KC e 7-β-OH) e o colesterol foram preparados em 
etanol numa concentração de 10 mg/mL, e adicionados ao meio de cultura, de modo a 
obter uma concentração final de 20 µg/mL (50 µM). Células incubadas com etanol 
foram usadas como controlo. 
U0126 (inibidor da MEK1/2), FR180204 (inibidor da ERK1/2) e LY294002 
(inibidor da PI3K) foram preparados em dimetilsulfóxido (DMSO) a 10mM, sendo 
diluídos para uma concentração final de 10μM em meio de cultura imediatamente 
antes da sua utilização. Os respectivos controlos foram incubados apenas com DMSO.  
A glutationa foi preparada em água a 100 mM e a vitamina E foi preparada em 
DMSO a 50 mg/mL. Seguidamente foram diluídas para uma concentração final de 





4.3 - Western Blotting  
 
Após os tratamentos, as células foram lavadas com PBS, contendo 2 mM de 
ortovanadato de sódio (inibidor das fosfatases), e imediatamente recolhidas em 
tampão de Laemmli. Os lisados celulares foram depois desnaturados a 100ºC durante 
5 minutos e, posteriormente, sonicados 3 vezes por períodos de 5 segundos. As 
proteínas desnaturadas foram separadas por electroforese em gel de poliacrilamida 
em condições desnaturantes (SDS-PAGE). As proteínas no gel foram depois 
transferidas para membranas de nitrocelulose, durante 1 hora a 100V. Em seguida, as 
membranas foram bloqueadas em 5% de leite durante 1 hora, e posteriormente 
incubadas com os anticorpos para a ERK1/2 fosforilada e ERK1/2 total (diluídas 
1:1000 em TST contendo 5% de BSA) ou com o anticorpo para a actina (diluídas 





correspondente, as proteínas foram detectadas com o sistema ECL Western Blotting 




4.4 - Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
 
Os níveis de IL-8 libertada para o meio pelas células do RPE foram 
determinados por ELISA. Após os tratamentos, o meio de cultura foi recolhido e diluído 
10 vezes para a determinação dos valores de IL-8. Uma placa de 96 poços foi 
revestida com um anticorpo monoclonal contra a IL-8. A placa foi imediatamente 
selada e deixada à temperatura ambiente durante a noite. 
No dia seguinte, a placa foi lavada 3 vezes com 400 µL de tampão de lavagem 
(PBS contendo 0.05% de Tween-20) por poço. De seguida, foi bloqueada com PBS 
contendo 1% BSA durante 1 hora à temperatura ambiente. Posteriormente, 
efectuaram-se novas lavagens e as amostras foram adicionadas à placa, sendo 
incubadas à temperatura ambiente durante 2 horas. 
Depois de 3 lavagens, o anticorpo policlonal biotinilado contra a IL-8 foi 
adicionado e incubado a 4ºC durante a noite. 
Após a incubação com estreptavidina-HRP durante 20 minutos à temperatura 
ambiente, a solução contendo o substrato (mistura 1:1 de reagente A – H2O2 – e 
reagente B – tetrametilbenzidina) foi adicionado às amostras. A reacção foi parada 




4.5 - PCR em tempo real 
 
O RNA total foi extraído das células ARPE-19 utilizando o kit RNeasy mini 
(Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. Foram utilizadas duas 
microgramas do RNA total de cada amostra para a transcrição reversa utilizando o 






E.U.A.). O primer directo para a IL-8 foi 5’-AAACCACCGGAAGGAACCAT-3' e o 
reverso foi 5'-CCTTCACACAGAGCTGCAGAAA-3’. Os níveis de gliceraldeído-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) foram utilizados para a normalização da quantidade 
total de RNAm. Para a quantificação do RNAm da GAPDH, o primer directo foi 5'-
ATCACCATCTTCCAGGAGCGA-3' e o primer reverso foi 5'-
CCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3 '. 
O RT-PCR em tempo real foi realizado no sistema ABI Prism 7000 Sequence 
Detection System, utilizando o SYBR Green PCR Master Mix de acordo com as 




4.6 - Análise estatística 
 














5 - Resultados 
 
5.1 - 25-hidroxicolesterol aumenta a produção de IL-8 em 
células do RPE 
 
 Um número crescente de estudos indica que os produtos de oxidação do 
colesterol, ou oxiesteróis, parecem estar associados à progressão de doenças com 
uma forte componente inflamatória, como a aterosclerose (Brown et al., 1999). A 
observação de que os oxiesteróis aumentam a produção de IL-8, uma importante 
citocina inflamatória, em diversos tipos celulares (Joffre et al., 2007; Rydberg et al., 
2003; Liu et al., 1997; Lemaire-Ewing et al., 2008) poderá justificar a ligação os 
oxiesteróis e a inflamação. 
De modo a esclarecer se os oxiesteróis podem contribuir para a produção de 
citocinas inflamatórias no RPE, testou-se o efeito de vários oxiesteróis na produção e 
libertação de IL-8.  
A libertação de IL-8 para o meio, após tratamento com vários oxiesteróis foi 
avaliada por ELISA. 
Como se pode observar na figura 8A, após 24 horas de incubação, o 25-
hidroxicolesterol (25-OH) leva a um aumento significativo na libertação de IL-8 
relativamente ao controlo. Este efeito parece ser específico para o 25-OH, uma vez 
que outros oxiesteróis testados, como o 7-Cetocolesterol (7-KC) e o 7-beta-
hidroxicolesterol (7-β-OH), têm um efeito oposto, levando a uma redução nos níveis de 
IL-8 libertados para o meio. 
O aumento na libertação de IL-8 foi induzido por 25-OH foi acompanhado por 
um aumento significativo nos níveis RNA de para a IL-8 (Figura 8B), sugerindo que 
este oxiesterol regula a produção de IL-8 ao nível da transcrição. 
A observação de que a adição de colesterol não tem qualquer efeito na 
produção de IL-8 pelas células ARPE-19 (Figura 8C) parece sugerir que apenas os 
produtos da oxidação do colesterol (como o 25-OH) induzem o aumento na produção 








                                  
Figura 8: 25-hidroxicolesterol aumenta a produção de IL-8 em células do RPE. As células 
ARPE-19 foram incubadas com diferentes oxiesteróis (20 µg/mL) (figura A) ou com colesterol 
(Chol) (20 µg/mL) durante 24 horas. Os controlos foram incubados apenas com etanol. Os 
níveis de IL-8 no meio foram determinados por ELISA (painéis A,e C) e os níveis de RNA foram 
avaliados por RT-PCR em tempo real (painel B). Os resultados apresentados são a média ± 
S.D. de três experiências independentes. * p<0.001 e **p<0.05 quando comparado com o 




5.2 - O aumento na produção de IL-8 pelo 25-OH não resulta de 
um processo oxidativo 
  
Resultados recentes do nosso laboratório sugerem que o stress oxidativo 
aumenta a produção de IL-8 nas células do RPE (Fernandes et al., 2008). Além disso, 
um estudo recente indica que o 25-OH leva a um aumento na produção de ROS em 
células do RPE (Joffre et al., 2007). Com base nestas observações seria possível 




reactivas de oxigénio. Para testar essa hipótese, as células ARPE-19 foram pré-
incubadas com diversos antioxidantes e de seguida tratadas com 25-OH.  
A figura 9 mostra que o 25-OH aumenta a produção de IL-8 nas células do 
RPE. No entanto, nenhum dos antioxidantes testados (glutationa e vitamina E) 
preveniu este efeito. 
Estes resultados sugerem que o efeito do 25-OH na produção de IL-8 é 





Figura 9: O aumento na produção de IL-8 pelo 25-OH não é um processo oxidativo. As 
células ARPE-19 foram incubadas com glutationa (100 µM) e vitamina E (5 µg/mL) durante 6 
horas e, subsequentemente, tratadas com 25-OH (20 µg/mL) durante 24 horas. O controlo foi 
incubado apenas com DMSO e etanol. Os níveis de IL-8 no meio foram determinados por 





5.3 - 25-OH activa a ERK em células do RPE 
 
  
Os resultados descritos anteriormente indicam que o 25-OH aumenta a 
produção de IL-8 nas células do RPE. 
Um estudo recente demonstrou que o aumento na produção de IL-8 pelo 25-
OH em macrófagos pode ser mediado pela via ERK1/2 (também designada por p44/42 





Para determinar o efeito do 25-OH na activação desta via em células do RPE, 
as células ARPE-19 foram incubadas com 25-OH durante diferentes períodos de 
tempo e os níveis de ERK1/2 fosforilada foram analisados, uma vez que a fosforilação 
destas proteínas resulta na sua activação (Cobb et al., 1995; Seger et al., 1995).  
Como se pode observar na figura 10A, a forma fosforilada da ERK2 não é 
detectável nos controlos (figura 10A, linhas 1 a 5). No entanto, na presença de 25-OH, 
a ERK2 fosforilada é detectada após 1 hora de incubação (Figura 10 A, comparar 
linhas 2 e 6). Após 3 horas de incubação com 25-OH, os níveis de ERK2 fosforilada 
aumentam relativamente aos observados à 1 hora (Figura 10A, comparar linhas 6 e 7). 
No entanto, ao fim de 6 horas de incubação com 25-OH, os níveis de ERK2 fosforilada 
diminuem quando comparada com os níveis detectados às 3 horas, sugerindo que o 
25-OH poderá ter um efeito bifásico na activação da ERK2 em células do RPE. Ao fim 
de 12 horas, a fosforilação da ERK2 aumenta novamente, atingindo aí o efeito mais 
forte (Figura 10A, linha 9). Em contraste, os níveis de ERK1/2 total não variam 
significativamente em nenhuma das condições experimentais. 
Após uma exposição mais prolongada do filme, é possível observar que, 
apesar de ambas as isoformas da ERK (ERK1 e ERK2) poderem ser activadas em 
resposta ao 25-OH, a ERK2 parece ser preferencialmente activada (Figura 10B). 
Apesar destes resultados sugerirem que o 25-OH activa a ERK1/2 em células 
do RPE, o mecanismo molecular que resulta nesta activação é ainda desconhecido.  
Estudos anteriores demonstraram que a activação da ERK pode ser 
dependente da PI3K (Chen e tal., 2001; Chen et al., 2002). Por outro lado, a via da PI3K 
é uma das vias de sinalização que pode ser activada em resposta aos oxiesteróis 
(Millanvoye-Van et al., 2004).  
Assim, é possível que a activação da ERK em resposta ao 25-OH em células 
do RPE seja mediada pela PI3K. Para testar essa hipótese, as células ARPE-19 foram 
pré-incubadas com LY294002, um inibidor da PI3K, durante 1 hora, e posteriormente 
tratadas com 25-OH durante 12 horas. Os resultados obtidos e apresentados na figura 
10C mostram que o 25-OH activa a ERK2 em células do RPE (Figura 10C, comparar 
linhas 1 e 2), e que a activação da ERK2 em células incubadas com 25-OH é 
dependente da PI3K, uma vez que na presença de LY294002 não se observa 
fosforilação da ERK2 induzida pelo 25-OH (Figura 10C, comparar linhas 2 e 4). 
Em conjunto, estes resultados sugerem que a activação da ERK pelo 25-OH 






        
 
 
Figura 10: A activação da ERK no RPE em resposta ao 25-OH é dependente da PI3K. As 
células ARPE-19 foram incubadas na presença ou ausência de 25-OH durante 0, 1, 3, 6 e 12 
horas (painel A) ou apenas 12 horas (painel B). Os níveis endógenos de ERK1/2 fosforilada, 
ERK1/2 total e actina foram detectados por Western Blot. Painel C: As células ARPE-19 foram 
pré-incubadas com LY294002 durante 1 hora e, posteriormente, incubadas com 25-OH durante 
12 horas. Os controlos foram incubados apenas com etanol (painéis A e B) ou DMSO e etanol 
(painel C). Os níveis endógenos de ERK1/2 fosforilada, ERK1/2 total e actina foram detectados 
por Western Blot. 







5.4 - O aumento da produção de IL-8 em resposta ao 25-OH é 
dependente da PI3K e da ERK 
 
 
 Os resultados anteriores indicam que o 25-OH leva a um aumento na produção 
de IL-8, e activa a ERK através da PI3K.  
Resultados recentes do nosso laboratório sugerem que a via PI3K pode regular 
a produção de IL-8 em células do RPE (Fernandes et al., unpublished data). Para 





OH, determinou-se o efeito de um inibidor da PI3K na produção de IL-8 induzida por 
25-OH. 
A figura 11A indica que a produção de IL-8 induzida pelo 25-OH nas células do 
RPE é dependente da PI3K, uma vez que o LY294002 preveniu o aumento dos níveis 
de IL-8 induzido pelo 25-OH. 
Mesmo na ausência de 25-OH, a inibição da PI3K resulta numa diminuição na 
produção de IL-8 por parte das células do RPE.  
 Com foi referido anteriormente, a via da ERK também parece estar implicada 
na produção de IL-8 em resposta aos oxiesteróis (Lemaire-Ewing et al., 2008). 
A figura 11B demonstra que o 25-OH aumenta a produção de IL-8 nas células 
do RPE através da via ERK, dado que o U0126, inibidor das MEK, cinases que 
fosforilam a ERK1/2, é capaz de prevenir o aumento nos níveis de IL-8 induzido pelo 
25-OH. 
Mesmo em células controlo, o inibidor levou a um decréscimo na produção de 
IL-8. 
 A utilização de FR180204, um inibidor específico da ERK1/2, também preveniu 
o efeito do 25-OH ao nível da produção de IL-8 (figura 11C), corroborando o 
envolvimento da ERK na regulação da produção de IL-8 em resposta ao 25-OH. 
Em conjunto, estes resultados indicam que o 25-OH aumenta a produção de IL-










Figura 11: A produção de IL-8 em resposta ao 25-OH é dependente da PI3K e ERK. As 
células ARPE-19 foram pré-incubadas na presença ou ausência de 10 µM de LY294002 (painel 
A), U0126 (painel B) ou FR180204 (painel C) uma hora antes da incubação na presença ou 
ausência de 25-OH (20 µg/mL) durante 24 horas., Os controlos foram incubados apenas com 
DMSO e etanol. Os níveis de IL-8 libertada para o meio foram determinados por ELISA. Os 
resultados apresentados são a média ± S.D. de três experiências independentes. * p<0.001 e 











6 - Discussão 
 
Recentemente tem sido proposto que a inflamação pode desempenhar um 
papel importante na progressão de doenças degenerativas da retina, incluindo a 
DMRI. 
Com efeito, alguns estudos recentes demonstraram que polimorfismos no 
Factor H (CFH) e no factor B do complemento (reguladores da via alternativa do 
complemento) estão associados a um aumento do risco para desenvolver DMRI 
(Edwards et al., 2005; Gold et al., 2006; Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et 
al., 2005).  
Estudos com ratinhos deficientes em MCP-1, uma quimiocina envolvida no 
recrutamento de macrófagos para zonas de inflamação (Oppenheim, 1991), mostraram 
ainda que estes modelos animais desenvolvem fenótipos semelhantes aos observados 
na DMRI, incluindo acumulação de lipofuscina e drusen, atrofia dos fotorreceptores e 
CNV (Ambati et al., 2003). 
Recentemente, Zhou e colaboradores demonstraram que o stress oxidativo 
leva à activação do complemento (Zhou et al., 2006). Uma vez que a activação do 
complemento conduz a um aumento na produção de IL-8 (Fukuoka et al., 2001; 
Fukuoka et al., 2003), é possível que o stress oxidativo a que o RPE está exposto 
possa contribuir para o aumento na componente inflamatória observada na DMRI. 
Apesar disto, os mecanismos moleculares subjacentes ao stress oxidativo que 
conduzem ao aumento da inflamação não são ainda claros.   
Um trabalho recente desenvolvido no nosso laboratório sugere que a 
inactivação da via ubiquitina-proteossoma (UPP) no RPE pode ser o elo molecular 
entre stress oxidativo, inflamação e DMRI (Fernandes et al., 2007).  
Com efeito, resultados obtidos em células do RPE mostraram que há 
inactivação do proteossoma em condições de stress oxidativo (Zhang et al., 2008) e 
que esta inactivação resulta no aumento dos níveis de IL-8 (Fernandes et al., 2008). A 
inactivação do proteassoma no RPE conduz ainda a um aumento da produção do 
VEGF (Fernandes et al., 2006) e a uma diminuição nos níveis de MCP-1 (Fernandes et 
al., 2006) e do CFH (Fernandes, unpublished data). 
No seu conjunto, estes resultados indicam que a inibição do proteassoma no 





Os nossos resultados recentes indicam ainda que a inibição do proteossoma 
em células do RPE leva à activação de vias de sinalização celular como a p38 MAPK 
e a PI3K, contribuindo para o aumento nos níveis de IL-8 (Fernandes et al., 
unpublished data). 
Na globalidade, estes resultados indicam que o stress oxidativo a que o RPE 
está sujeito pode resultar na disfunção do proteossoma, alterações em vias de 
sinalização celular e, consequentemente, em fenótipos celulares semelhantes aos 
observados na DMRI. 
No entanto, como já foi referido, existem situações em que o aumento na 
produção de IL-8 em células sujeitas a stress não está relacionado com a inibição do 
proteossoma.  
Os oxiesteróis, que são produtos da oxidação do colesterol, aumentam a 
produção de IL-8 em diversos tipos celulares (Lemaire-Ewing et al., 2008; Joffre et al., 
2007; Rydberg et al., 2003; Liu et al., 1997) e estão implicados em diversas doenças 
associadas ao envelhecimento com uma forte componente inflamatória (Brown et al., 
1999). 
A acumulação destes compostos durante o envelhecimento em vários tecidos 
oculares, incluindo o cristalino (Girão et al., 1998) e a retina (Curcio et al., 2001; Curcio 
et al., 2005) sugere que os oxiesteróis podem ser relevantes para a componente 
inflamatória associada à DMRI. 
No entanto, os mecanismos moleculares que regulam a expressão das 
citocinas inflamatórias, como a IL-8, nestas condições não são ainda claros. 
Os resultados aqui apresentados demonstram que a exposição de células 
ARPE-19 ao 25-OH aumenta a expressão e libertação de IL-8 (Figura 8). O 25-OH 
também leva à activação das vias PI3K e ERK (Figura 10). Consistente com este 
mecanismo, a inibição de cada uma destas vias diminuiu significativamente a 
produção de IL-8 em resposta ao 25-OH (Figura 11). 
Estes resultados indicam que o 25-OH aumenta a produção de IL-8 em células 
do RPE através de um mecanismo que envolve a activação da PI3K e ERK, tal como 
está ilustrado na figura 12. Segundo o modelo proposto, o 25-OH leva à activação da 
PI3K. Esta, por sua vez, promove a fosforilação e activação da ERK. Uma vez 










Figura 12 - Modelo esquemático para o aumento da produção de IL-8 em resposta ao 25-
OH em células do RPE. Neste modelo, o 25-OH leva à activação da PI3K. Esta, por sua vez, 
promove a fosforilação e activação da ERK. Uma vez activada, a ERK leva a um aumento na 
produção de IL-8 através de um mecanismo ainda desconhecido. 
 
 
Dos oxiesteróis testados, o 25-OH é aquele que tem o efeito mais robusto em 
termos de produção de IL-8 (Figura 8A). Esta observação é consistente com estudos 
anteriores que mostram que este oxiesterol é o mais potente na indução de genes 
associados ao processo inflamatório (Rydberg et al., 2003; Liu et al., 1997). 
Deve ainda salientar-se que o aumento na produção de IL-8 pelo 25-OH parece 
ser um processo independente da oxidação (Figura 9). Este resultado está de acordo 
com um estudo anterior onde a adição de vitamina E não impediu a produção de IL-8 
induzida por 25-OH em células ARPE-19 (Joffre et al., 2007). 
Para além disso, resultados preliminares do nosso laboratório demonstram que 
os oxiesteróis (25-OH e 7-KC) não têm efeito na actividade do proteassoma. 
Assim, estes resultados indicam que a presença de oxiesteróis conduz a um 
aumento na produção de IL-8, através de um mecanismo que não envolve stress 
oxidativo ou consequente inibição do proteossoma. 
O aumento na produção de IL-8 pelas células ARPE-19 em resposta ao 





para a ERK, uma vez que o 25-OH não teve qualquer efeito na activação de outras 
MAPKs testadas, como a p38 MAPK ou JNK. Um estudo recente mostrou um efeito 
semelhante em macrófagos (Lemaire et al., 2008), o que permite corroborar a hipótese 
proposta neste estudo para o RPE. 
O mecanismo molecular pelo qual o 25-OH conduz à activação da PI3K e 
consequente activação da ERK em células do RPE não é ainda claro. 
Um candidato possível para mediar os efeitos do 25-OH nas células do RPE é 
a OSBP (oxysterol binding protein). As OSBPs são uma família de proteínas que ligam 
colesterol e que estão envolvidas em diversos aspectos celulares, como o transporte 
de vesículas, metabolismo dos lípidos e sinalização celular (Lehto et al., 2003). 
O 25-OH é o oxiesterol que liga as OSBP com maior afinidade (Massey, 2006). 
Mais, estas proteínas têm um papel importante na activação da ERK (Wang et al., 
2005), o que torna plausível a hipótese de que as OSBP possam estar a mediar os 
efeitos do 25-OH na activação destas vias de sinalização. 
Outro mecanismo que pode justificar a acção do 25-OH é a sua capacidade de 
interferir com o a homeostase do colesterol. De facto, vários estudos indicam que o 
25-OH pode induzir alterações nos domínios ricos em colesterol (lipid rafts) das 
membranas de células em cultura (Naseem et al., 1987; Kandutsch et al., 1975). Para 
além disso, a depleção do colesterol das membranas resulta na activação da ERK 
mediada pela PI3K (Chen et al., 2001). É, portanto, possível que o 25-OH exerça os 
seus efeitos através da depleção do colesterol. 
Os factores de transcrição responsáveis pelo aumento da produção da IL-8 
nestas condições são ainda desconhecidos. 
O NF-κB, um dos principais factores de transcrição envolvidos da regulação da 
IL-8 (Hoffmann et al., 2002), parece não estar envolvido na produção de IL-8 pelo 25-
OH em células do RPE, uma vez que a inibição desta via não tem um efeito 
significativo na produção de IL-8 pelas células em resposta ao oxiesterol (resultados 
preliminares). 
O factor de transcrição AP-1 surge como um candidato possível para a 
regulação da IL-8 nestas condições. De facto, o AP-1 está envolvido na regulação da 
produção de IL-8 em diversos tipos celulares (Hoffmann et al., 2002). Por exemplo, um 
estudo recente sugere que o 25-OH aumenta a produção de IL-8 em macrófagos 






Finalmente deve referir-se que são ainda necessários estudos adicionais que 
permitam esclarecer os mecanismos através dos quais o 25-OH regula a produção de 
IL-8 em células do RPE. 
Esta clarificação poderá constituir uma contribuição importante para a identificação e 
caracterização dos mecanismos moleculares que conduzem à inflamação no RPE, 
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